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1266-79

3-0~ (B~D-glucuronopyranosyl)~sojasapogenol B, fremgangs-
mbde til dets fremstilling samt dets anvendelse.

3-0- (B-D~-glucuronopyranosyl}-sojasapogencl B re-
prasenteret ved formlen (I)

..--OH

(1)

COOH

og salte deraf.

Forbindelsen med formlen (I) fremstilles ved for-
skellige fremgangsmdder, navnlig ved dyrkning af en mi-
kroorganisme af slagten Stachybotrys, specielt Stachy-
botrys sp. T.791, i et naringsmedium indeholdende assi-
milierbare naringskilder, ved pH fra ca. 3,5 til ca.
11,5 og en temperatur fra ca. 15 til ca. 38°%¢ og udvin-
ding af produktet fra dyrkningsvasken, eller ved at
skille sojasaponin fra sojabgnner og behandle det kemisk
og/eller fysisk, navnlig ved en alkoholyse og péfglgen-
de hydrolyse eller ved partiel hydrolyse af sojasaponin
B.

Forbindelsen med formlen (I) og salte deraf har
antikomplementzr aktivitet og er anvendelige som tera-
peutiske midler for autoimmune sy s koll Yg
domme og rheumatiske sygdomme.
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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifrem
gangsmade til fremstilling af den hidtil ukendte, tera-
peutisk aktive forbindelse 3-0-(B-D-glucuronopyranosyl)-
sojasapogenol B med den i krav 1's indledning anferte
formel (I) eller farmaceutisk acceptable salte deraf med
baser, hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved det i
krav 1's kendetegnende del anferte.

Forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen
har antikomplementzr aktivitet og er anvendelige som te-
rapeutiske midler til autoimmune sygdomme, kollagensyg-
domme og rheumatiske sygdomme.

Der kendes forskellige forbindelser, der er be-
slagtet med forbindelserne fremstillet ifelge opfindel-
sen. For eksempel kendes glycyrrhizin (Yasuhiro Ariga, Hiroyuki
Sumi, Yumiko Takada og Akikazu Takada, Abridgements of Lecture
Programs on Seminar of the Plasmin Research Association,

side 65 (1977), og Koretsugu Arimoto, Kaneyuki Mineta, Hi-
royuki Sumi, Yumiko Takada og Akikazu Takada, Proceed-

ings of the 14th Sumposium on Complements, side 79-82

(1977)), samt 3-0-(6-O-methyl-B-D-glucuronopyranosyl)-
sojasapogenol B (Isao Kitagawa, Masayuki Yoshikawa og
Ichiro Yoshioka, Chem. Pharm. Bull., 22, side 1339 (1974),
Ibid., 24, side 121 (1976)). Ferstnavnte forbindelse har

en steroidlignende struktur og udever en aktivitet sva-
rende til aktiviteten af steroider. For eksempel viser
den en hzmmende virkning over for plasmin, urokinase,
kallikrein, thrombin og komplementer. P& den anden side
er der ikke rapporteret om de fysiologiske aktiviteter
af den sidstnavnte forbindelse. I modsatning hertil

har forbindelserne fremstillet ifelge den foreliggende
opfindelse og farmaceutisk acceptable salte deraf en
antikomplementar aktivitet, der er uventet bedre end
aktiviteten af glycyrrhizin, som det vil fremgd af resul-
taterne ved de nedenfor beskrevne farmakologiske tests,
og som er ganske uventet set i forhold til 3-0-(6-0-me-

thyl-B-D-glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B.
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De hidtil ukendte sojasapogenol-derivater har

formlen (I)

.. OH
5
COOH
8] (1)
H
H
10 HO OH

eller er farmaceutisk acceptable salte med baser af soja-

sapogenol-derivatet med formlen (I), hvilke salte vindes

ved at omsztte sojasapogenol-derivatet med passende ba-
15 siske forbindelser.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen til fremstilling
af 3-0-(B-D~glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B eller
farmaceutisk acceptable salte deraf er ejendommelig ved,
at

20 a) en 3-0-(6-0-alkyl-B-D-glucuronopyranosyl)-soja-

sapogenol B med den almene formel (III)

25
(I11)

30
hvor R er en lavere alkylgruppe, hydrolyseres, eller
b) sojasaponin B, der bestar af sojasaponin B-kom-

ponenterne I, II og III med formlerne

35
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underkastes partiel hydrolyse i vand eller et vandigt op-
losningsmiddel i narverelse af en stark uorganisk eller
sterk organisk syre, og forbindelsen med formlen (I) iso-
leres fra det partielle hydrolysat,
og at, om onsket, en opndet forbindelse med formlen (I)
overfores i et farmaceutisk acceptabelt salt deraf.

Farmaceutiske kompositioner indeholdende en tera-
peutisk effektiv mazngde af sojasapogenol-derivatet med
formlen (I) eller farmaceutisk acceptable salte deraf
med baser kan anvendes til opnaelse af antikomplementar
aktivitet hos dyr, navnlig til behandling af nephritiske
forstyrrelser hos dyr, ved at den farmaceutiske kompo-
sition indgives en patient, der lider af en sadan for-
styrrelse.

Forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen
kan anvendes til at lindre eller forebygge patologiske
reaktioner, der kraver funktion af et komplement, og ved
den terapeutiske behandling af immunologiske sygdomme,
sasom rheumatoid arthritis, systemisk lupus erythemato-
sus, glomerulonephritis, autoallergisk hamolytisk anami,
blodpladeforstyrrelser eller vasculitis. Forbindelserne fremstillet
ifelge opfindelsen kan ogsa anvendes ved den terapeutiske
behandling af ikke-immunologiske sygdomme, sdsom paroxys-
mal nocturnal hamoglobinuria, arveligt angioneurotisk
pdem og inflammatoriske tilstande induceret ved indvirk-
ning af bakterielle eller lysosomale enzymer pd de pa-
geldende komplementkomponenter, sdsom inflammation efter
coronar occlusion. De kan ogsd anvendes ved behandling
af transplantations~udstgdninger og som blodkultur- og
-transport-medier.

I de senere ar er der foretaget omfattende under-
sgpgelser vedrgrende den teoretiske analyse af komplement-
systemet og dets virkninger p& mennesker og dyr, og pa
nuverende tidspunkt er det den almindelige opfattelse,
at nar visse forbindelser har en antikomplementar akti-

vitet, kan de udvise terapeutiske virkninger pad forskel-
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lige symptomer beskrevet ovenfor. For eksempel er fglgen-
de (her i dansk oversattelse) angivet i U.S.-patentskrift
nr. 4.021.544:
"Betegnelsen "komplement" refererer til en kompleks
5 gruppe af proteiner i legemsvasker der, i samarbejde med
antistoffer eller andre faktorer, spiller en vigtig rol-
le som mediatorer for immune, allergiske, immunokemiske
og/eller immunopatologiske reaktioner. Reaktionerne,
hvori et komplement deltager, finder sted i blodserum el-
10 ler i andre legemsvasker og betragtes derfor som humora~
le reaktioner."

"Hvad angir menneskeblod, er der pd nuvarende tids-
punkt mere end 11 proteiner i komplementsystemet. Disse
komplementproteiner betegnes ved bogstavet C og ved tal:

15 €1, C2, C3 osv. op til C9. Komplementproteinet Cl er i
virkeligheden en samling af underenheder betegnet Clqg,
Clr og Cls. Det tal, der er givet komplementproteinerne,
har relation til den rakkefglge, hvori de bliver aktive,
med undtagelse af komplementprotein C4, der reagerer ef-

20 ter Cl og fgr C2. Talangivelserne for proteinerne i kom-
plementsystemet blev valgt, f¢r reaktionsfglgen var fuldt
forstlet. En mere detaljeret diskussion af komplementsy-
stemet og dets rolle i legemsprocesser findes i for eks-
empel Bull. World Health Org., 39, 935-938 (1968), Sciemr

25 tific American, 229, (Nr. 5), 54-66 (1973), Medical World
News, Oktober 11, 1974, side 53-58, 64-66, Harvey Lec-—
tures, 66, 75-104 (1972), The New England Journal of Me-—
dicine, 287, 489-495, 545-549, 592-596, 642-646 (1972),
The John Hopkins Med. J., 128, 57-74 (1971), og Federa-

30 tion Proceeding, 32, 134-137 (1973)."

"Komplementsystemet kan betragtes som bestdende af

tre undersystemer: (1) en genkendelsesenhed (Clqg), der
setter det i stand til at kombinere med antistofmoleky-
ler, der har fundet en fremmed indtranger, (2) en akti-
35 veringsenhed (Clr, Cls, C4, CZ, C3), der forbereder en
position p& nabomembranen, og (3) en angrebsenhed (C5,
c6, C7, C8 og C9), der skaber hul i membranen. Membran-



10

15

20

25

30

35

DK 162102B

angrebs enheden . er ikke-specifik. Den ¢delagger kun ind-
trengere, fordi den er udviklet i deres n®rhed. For at
begranse skade pa vaertsorganismens egne celler til et
minimum, skal enhedens aktivitet vare tidsmassigt begran-
set. Denne begransning opnas delvis ved den spontane ned
brydning af aktiveret komplement og delvis ved interfe-
réns fra inhibitorer og destruktive enzymer. Komplement-
kontrollen er imidlertid ikke perfekt, og der er tilfal-
de, hvor der er sket skade pd vartsorganismens celler.
Immunitet er derfor et dobbeltagget svard."

"Aktivering af komplementsystemet accelererer ogsa
blodstgrkning. Denne virkning fremkommer via den komple-
ment-betingede friggring af en stgrkningsfaktor fra blod-
plader. Det biologisk aktive komplementfragment og de
biologisk aktive komplementkomplekser kan blive involve-
ret i reaktioner, der skader vartsorganismens celler, og
disse patogene reaktioner kan resultere i udvikling af
immun-komplekse sygdomme. Ved nogle former af nephritis
beskadiger komplementet for eksempel nyrens basale mem-
bran, hvilket resulterer i, at protein undslipper fra
blodet og gar over i urinen. Sygdommen dissemineret lu-
pus erythematosus hgrer til denne kategori. Dens sympto-
mer inkluderer nephritis, viscerale lasioner og hudud-
slet. Behandlingen af diphteritis eller tetanus med in-
jektion af store mengder antitoxin resulterer undertiden
i serumsygdom, en immun-kompleks sygdom. Rheumatoid ar-
thritis involverer ogsa immun-komplekser. Ligesom disse-
mineret lupus erythematosus er det en autoimmun sygdom,
hvor sygdomssymptomerne skyldes patologiske virkninger
af immun-systemet hos vertsorganismens vav. Alt i alt er
det pavist, at komplementsystemet er involveret ved in-
flammation, koagulering, £ibrinolyse, antistof-antigen-
reaktioner og andre metaboliske processer."

"T naervaerelse af antistof-antigen-komplekser er
komplement-proteinerne involveret i en rakke reaktioner,
der kan fgre til irreversibel membranbeskadigelse, hvis
de forekommer i nerheden af biologiske membraner. Mens



10

15

20

25

30

35

DK 162102B

7
komplementet udggr en del af legemets forsvarsmekanisme

over for infektion, resulterer det siledes ogsd i inflam-
mation og vavsbeskadigelse ved den immunopatologiske pro-
ces. Arten af visse af komplement-proteinerne, formodnin-
ger vedrgrende metoden ved komplementbinding til biologi-
ske membraner og den made, hvorpd komplement bevirker
membran-beskadigelse, er diskuteret i Annual Review in

Biochemistry, 38, 389 (1969) ."
"Det er rapporteret, at de kendte komplement-inhi-

bitorer, epsilon-aminocapronsyre, Suramin Sodium og tra-

nexamsyre, har varet anvendt med held ved behandlingen

af arveligt angioneurotisk gdem, en sygdomstilstand, der
skyldes en arvet mangel eller svigtende funktion af se-
ruminhibitoren af den aktiverede fgrste komponent af kom-
(Cl-inhibitor), The England Journal of Medi-

plementet
cine, 286, 808-812 (1972) ; Allexrgol, Et.Immunioath., II,
163-168 (1974); J.Allergy Clin. Immunol., 53, nr.5, 298~
302 (1974), og Annals of Internal Medicine, 84, 580-593

(1976) ."
3—0—(B-D-glucuronopyranosyl)—sojasapogenol B vun-

det ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen viser virksom
antikomplementar aktivitet. Forbindelserne fremstillet
ifelge opfindelsen forventes derfor at inhibere overdre-
ven aktivering af komplement ved sadanne sygdomme, som
betegnes "immunkomplekse sygdomme" eller "autoimmune
sygdomme", for eksempel nephritis, rheumatiske sygdomme
eller systemisk lupus erythematosus, og at vere effek-
tive ved forebyggelse og behandling af sddanne sygdomme.
Til brug ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
til fremstilling af de omhandlede forbindelser kan kendt
saponin-holdigt plantemateriale, sdsom sojabenne, der
indeholder forbindelser med en 3-0-(B-D-glucuronopyrano-
syl)—sojasapogenol-del som en partiel struktur, under-
kastes kemiske behandlinger eventuelt sammen med fysi-
ske behandlinger. For eksempel kan man forst fraskille
sojasaponin B fra sojabenner og derefter behandle denne
forbindelse ifslge Reaktionsskema 1, der er omtalt

nermere nedenfor.
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Fraskillelsen af sojasaponin B kan foregda ved hjzlp

af i og for sig kendte fraskillelses-processer og -midler
Eksempler pd egnede kemiske behandlinger omfatter hydro-

lyse, alkoholyse, etherificering og acylering. Eksem-
pler p& egnede fysiske behandlinger omfatter oplgsnings-
middel-ekstraktion, oplgsningsmiddelfortynding, vaske-

chromatografi, gaschromatografi og omkrystallisation.

Mere specifikt kan forbindelsen med formlen (I)

fremstilles ved, at sojasaponin B vundet ved frem-

gangsmdden ifglge Kitagawa et.al. (Isao Kitagawa, Masay-
uki Yoshikawa og Ischiro Yoshioka, Chem.Pharm.Bull., 22,
side 1339 (1974), Ibid., 24, side 121 (197@, underkastes
alkoholyse med en lavere alkohol, sasom methanol, etha-

nol, propanol, isopropanol, butanol, pentanol eller hexa-

nol, i nerverelse af en syre til dannelse af 3-0-(6-0-
alkyl-B-D-glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B, der der-
efter hydrolyseres (Reaktionssekma 1).

Ved angivelsen "sojasaponin B" skal der her forstds

en blanding af sojasaponiner I, II og III, der indeholder
20 sojasapogenol B som et aglycon, som beskrevet i ovennavn-

te litteratursteder.

Partiel hydrolyse

Reaktionsskema 1.

Sojasaponin B

\IL Alkoholyse

(III1)
OOR
oro
H CH20H
HO Og 1LHydrolyse (Deesterificering)

(1)
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I ovennavnte formel (III) reprasenterer R en lave-
re alkylgruppe med 1-6 C-atomer.

Forskellige syrer, der er almindeligt anvendt ved
alkoholyse, kan anvendes ved alkoholysen af sojasaponin
B. Egnede eksempler pa sddanne syrer omfatter sterke uor-
ganiske syrer, sasom hydrogenhalogenider, f.eks.
hydrogenchlorid eller hydrogenbromid, svovlsyre eller
salpetersyre, starke organiske syrer,. sdsom trichlor-
eddikesyre, og Lewis-syrer, sdsom aluminiumchlorid,
bortrifluorid, titantetrachlorid eller titantetra-.
bromid. ,

Alkoholysen kan fortrinsvis gennemfgres ved fra
rumtemperatur til ca. 150°C, navnlig ved fra 50°C til
100°c, over et tidsrum pa fra 1 til 6 timer.

Fremgangsmaden til isolering af forbindelserne re=-
prasenteret ved formlen (I1I) fra reaktionsblandingen er
ikke s@rligt begranset, og der kan anvendes forskellige
i og for sig kendte fremgangsmdder, der gg¢r brug af de
fysisk~kemiske egenskaber af de fremstillede stoffer,
omfattende de, der benyttes ved fraskillelse af sojasapo-
nin B. Egnede eksempler pa s&danne fremgangsmader omfat-
ter en fremgangsmdde, der ggr brug af forskellene i op-
lgselighed mellem produkterne oOg urenhederne, en frem-
gangsmdde, der gg¢r brug af forskellene i adsorptionsevne
og affinitet for almindelige adsorbentier, sdsom aktiveret
carbon, XAD-2 (handelsnavn), silicagel, ionbytterharpikser eller
" Sephadex"™, en fremgangsm&de, der gg¢r brug af forskellene
i fordelingskoefficient mellem to vaeskefaser, og en kom-
bination af sidanne fremgangsmader. For eksempei blandes
alkoholysatet med vand til dannelse af udfazldninger, der
underkastes silicagel-chromatografi og elueres trinvis
med et elueringsmiddel, f.eks. en blanding af chloroform
og ethanol, for at isolere forbindelsen med formlen (I).

Hydrolysen af forbindelsen med formlen (III) kan
sedvanligvis gennemfgres i et inert oplesningsmid-
del i nervarelse af en katalysator under betingelser,
der er sadvanligt anvendt ved hydrolyse af estre. Sed-
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vanlige katalysatorer kan anvendes ved denne reaktion.
Egnede eksempler pad katalysatorer, der kan anvendes, om-
fatter mineralsyrer, sdsom saltsyre, svovlsyre eller sal-
petersyre, og uorganiske basiske forbindelser, sdsom
nafriumhydroxid, kaliumhydroxid, natriumcarbonat, natri-
umbicarbonat, kaliumcarbonat eller kaliumbicarbonat.
Uorganiske basiske forbindelser foretrakkes som katalysa-
tor.

Der kan ved ovennavnte reaktion anvendes hvilke
som helst sadvanlige inerte oplesningsmidler. Egnede
eksempler pa inerte oplesningsmidler omfatter vand, la-
vere alkoholer, sdsom methanol, ethanol eller propa-
nol, ethere, sasom dioxan eller tetrahydrofuran, dime-
thylsulfoxid eller dimethylformamid, eller en blanding
af disse. Hydrolysereaktionen kan fortrinsvis gennem-
feres ved fra rumtemperatur til ca. 1500C, navnlig fra
50° til 110°C, over en periode pad fra 1 til 6 timer.

Forbindelsen med formlen (I) kan isoleres fra
produkter fra partiel hydrolyse af sojasaponin B, hvor
hydrolyse er gennemfert i vand eller et vandigt oples-
ningsmiddel, indeholdende ét eller flere af de ovennavnte
oplgsningsmidler, i nervarelse af en stzrk uorganisk
syre, sésom et hydrogenhalogenid, f.eks. hydrogenchlo-
rid eller hydrogenbromid, svovlsyre eller salpetersyre,
eller en stark organisk syre, sdsom trichloreddikesyre
eller trifluoreddikesyre. Angivelsen "partiel hydrolyse"
skal her betyde hydrolyse, ved hvilken der ikke sker
nogen fraspaltning af aglyconet fra den som udgangsma-
teriale anvendte saponin B.

Isoleringen af forbindelsen fra det partielle
hydrolysat kan gennemferes under anvendelse af de oven-
for beskrevne isoleringsmetoder. For eksempel kan det
partielle hydrolysat, efter at det er ekstraheret med
n-butanol for at fjerne vandopleselige komponenter,
underkastes silicagelsejlechromatografi for at opdele
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det i respektive komponenter, og fraktionen svarende
til 3-0-(B-D-glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B under-
kastes krystallisation af et egnet oplesningsmiddel,
f.eks. en blanding af chloroform og acetone (volumenfor-
hold 1:1). Den partielle hydrolyse kan sadvanligvis gen-
nemfores ved fra rumtemperatur til ca. 150°C, fortrins-
vis fra 50° til 110°C, over en periode pd& fra 1 til 6
timer.

Den ifelge opfindelsen fremstillede forbindelse
kan danne salte med forskellige farmaceutisk acceptable
basiske forbindelser.

Eksempler pad egnede basiske forbindelser, der
kan anvendes til dannelse af de ovennavnte salte, omfat-
ter uorganiske basiske forbindelser, for eksempel na-
triumhydroxid, kaliumhydroxid, aluminiumhydroxid, natri-
umcarbonat, kaliumcarbonat eller natriumbicarbonat, og
organiske basiske forbindelser, for eksempel piperazin,
morpholin, piperidin, ethylamin, dimethylamin eller tri-
ethylamin.

Forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen kan
anvendes som et middel til behandling af nephritis, og nar de an-
vendes til dette formdl, foreligger de 1 farmaceutiske
kompositioner sammen med szdvanlige farmaceutisk. -accep-
table barere. Egnede barere, der kan anvendes, er for
eksempel fortyndingsmidler eller excipienser, sasom
fyldstoffer, strakmidler, bindemidler, befugtningsmidler,
disintegrationsmidler, overfladeaktive midler og smgre-
midler, der er sadvanligt benyttede ved fremstilling af
s8danne lagemidler alt efter dosisformen.

Forskellige dosisformer for de terapeutlske midler
som et behandlingsmiddel for nephritis kan valges alt
efter formidlet med behandlingen. Typiske dosisformer,
der kan anvendes, er tabletter, piller, pulvere; flyden-
de praparater, suspensioner, emulsioner, granuler,
kapsler, suppositorier og injicerbare preparater (oplgs-

ninger, emulsioner, suspensioner).
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Ved formning af en farmaceutisk komposition, inde-

holdende forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen som aktiv
bestanddel, til tabletform kan der anvendes mange forskel-
lige p& omrddet kendte barere. Eksempler pa egnede bare-
re omfatter sidanne excipienser som lactose, hvidt suk-
ker, natriumchlorid, glucose, urinstof, stivelse, cal-
ciumcarbonat, kaolin, krystallinsk cellulose og kiesel-
syre, bindemidler, sd&som vand, ethanol, propanol, simpel
sirup, glucose, stivelsesoplgsning, gelatineopl@gsning,
carboxymethylcellulose, shellac, methylcellulose, kali-
umphosphat og polyvinylpyrrolidon, disintegrationsmid-
ler, sdsom tgrret stivelse, natriumalginat, agarpulver,
laminariapulver, natriumbicarbonat, calciumcarbonat,
Tween, natriumlaurylsulfat, stearinsyremonoglycerid,
stivelse og lactose, disintegrationsinhibitorer, sasom
hvidt sukker, stearinsyreglycerylester, kakaosmgr og
hydrogenerede olier, absorptionsfremmende midler, sasom
kvaternzre ammoniumbaser og natriumlaurylsulfat, be-
fugtningsmidler, sdsom glycerol og stivelse, adsorp-
tionsmidler, s&som stivelse, lactose, kaolin, bentonit
og kolloidal kieselsyre, og smgremidler, sdsom renset
talkum, stearinsyresalte, borsyrepulver, Macrogol og
fast polyethylenglycol.

Ved formning af den farmaceutiske komposition til
pilleform kan der anvendes mange forskellige af de pa
omrddet kendte sadvanlige barere. Eksempler pad egnede
barere er excipienser, sasom glucose, lactose, stivelse,
kakaosmgr, hardede vegetabilske olier, kaolin og talkum,
bindemidler, sdsom gummi arabicum-pulver, tragacanth-
pulver, gelatine og ethanol, og disintegrationsmidler,
s8som laminaria og agar. Tabletterne kan, om gnsket,
vere belagte og gjort til sukkerbelagte tabletter, gela-
tinebelagte tabletter, belagte enteriske tabletter,
filmbelagte tabletter eller tabletter belagt med to
eller flere lag.
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Ved formning af den farmaceutiske komposition til
suppositorieform kan der anvendes mange forskellige pa
omridet kendte bazrere. Eksempler pd egnede barere omfat-
ter polyethylenglycol, kakaosmgr, hgjere alkoholer,
estre af hgjere alkoholer, gelatine og semisyntetiske
glycerider.

N&r den farmaceutiske komposition oparbejdes til
et injicerbart praparat, bliver den resulterende oplgs-
ning og suspension fortrinsvis steriliseret og er iso-
tonisk i forhold til blodet. Ved fremstilling af den
farmaceutiske komposition i form af en oplgsning eller
suspension kan alle pa omradet sadvanligt benyttede for-
tyndingsmidler benyttes. Eksempler pé& egnede fortyn-
dingsmidler er vand, ethylalkohol, propylenglycol,
ethoxyleret isostearylalkohol, polyoxyethylensorbitol
og sorbitanestre. Natriumchlorid, glucose eller glyce-
rol kan inkorporeres i et terapeutisk middel, f.eks.
som et middel til behandling af nephritis, i en mengde,
der er tilstrzkkelig til at fremstille isotoniske op-
lgsninger. Det terapeutiske middel kan yderligere inde-
holde sadvanlige hjzlpestoffer, puffere, smertestillen-
de midler og kormserveringsmidler og eventuelt farvende
midler, parfumer, smags/duft-stoffer, sgdemidler og
andre lagemidler.

Den mangde af forbindelsen fremstillet ifelge opfindel-
sen, der skal inkorporeres som aktiv bestanddel i en farma-
ceutisk komposition, der kan anvendes som behandlings-
middel for nephritis, er ikke kritisk og kan variere
over et vidt omrdde. En egnet terapeutisk effektiv
mengde af forbindelsen fremstillet ifelge opfindelsen ligger
sadvanligvis fra 1 til 70 vagtprocent, fortrinsvis fra
5 til 50 vagtprocent, baseret pa den totale komposition.

Der er ingen sarlig begraznsning med hensyn til
anvendelsesmidden for det terapeutiske middel som et an-
tikomplementazrt middel, sisom et middel til behandling
af nephritis, og det terapeutiske middel kan indgives
ad veje, der er egnet for de foreliggende former af
det terapeutiske middel. For eksempel bliver tabletter,
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piller, flydende praparater, suspensioner, emulsioner,
granuler og kapsler indgivet oralt. De injicerbare pre-
parater indgives intravengst enten alene eller sammen
med sadvanlige hjzlpemidler, sasom glucose og aminosy-
rer. Endvidere kan det terapeutiske middel, om ¢gnsket,

indgives intramuskulart, intracutant, subcutant eller
intraperitonealt. Suppositorier indgives intrarectalt.

Dosen af midlet til behandling af nephritis valges
passende efter formdlet med anvendelsen, symptomerne
0SV.. Fn dosis af forbindelsen fremstillet ifelge opfindelsen lig-
ger sadvanligvis fra ca. 0,5 til ca. 20 mg/kg legems-
vagt pr. dag.

Forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen har anti-
komplementzre aktiviteter og er ogsd anvendelige som terapeu-
tiske midler for autoimmune sygdomme, kollagensygdomme
og rheumatiske sygdomme.

Resultaterne af tests vedrgrende de farmakologi-
ske virkninger af forbindelserne fremstillet ifglge op-
findelsen er anfert nedenfor.

, Farmakologisk testning.
1. Testforbindelser.
A. 3-0-(B-D-glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B (frem-
stillet ifslge opfindelsen).
B. Glycyrrhizin (Sammenligning).
2. Antikomplementar aktivitet.

Den antikomplementare aktivitet af ovennavnte
testforbindelser blev madlt og bekraftet ved test-.
metoden beskrevet i Meneki Kagaku (Immuno-Chemistry),

Yuichi Yamamura et al., Ed. Asakura Shoten, Tokyo,
Japan (1973), side 830-834. Nzrmere angivet blev der

i et forsggsrgr indfgrt 0,5 ml af en vandig dispersion
af hver af testforbindelserne, 0,5 ml af sensibili-
8 celler/ml,
1 ml af en 5-gange fortyndet oplgsning af veronal-

serede erythrocyter (EA) indeholdende 1 x 10

pufferoplgsning indeholdende isotonisk gelatine (denne
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5-gange fortyndede oplgsning betegnes for kortheds

skyld GVB++) og 0,5 ml komplementserum (marsvinekomple-
ment) fortyndet 150 gange med navnte GVB++. Blandingen
holdtes ved 37°C i 60 minutter. Derefter blev der til-
sat 5 ml af en iskold fysiologisk saltoplgsning, og
blandingen blev centrifugeret. Absorption af den
fraskilte supernatant maltes ved OD413, og

den grad, hvori testforbindelsen hazmmede hamolyse

af de sensibiliserede erythrocyter, blev bestemt. Akti-
vitetsvardien for 50% hzmolysehamning (y/ml) mdlt ved
ovennavnte metode er i nedenstdende tabel I anfgrt for
hver testforbindelse.

3. Akut toxicitet.

Den akutte toxicitet (LD50 mg/kg) af testfor-
bindelserne blev bestemt pd mus ved intraperitoneal ind-
gift i tilfzlde af Forbindelse A og ved intravengs ind-
gift i tilfzlde af Forbindelse B.

De opndede resultater er anfgrt i nedenstédende
tabel I

Tabel I
Antikomplementar Akut toxicitet
Testforbindelse aktivitet LDgg
(y/ml) (mg/kg)
A 5 over 300
B 500-1.000 over 300

Som det fremgdr af resultaterne anfgrt i tabel I,
er den akutte toxicitetsvardi (LDSO) for den ifelge op-
findelsen fremstillede forbindelse af en sterrelsesorden, der til-
lader at anvende forbindelsen som et terapeutisk middel.

4. Terapeutisk effekt pd nephritis af nephrotoxin-type.
Rotte-nephrotoxin (kort betegnet "NT") vandtes, som
nedenfor beskrevet.

Rottenyrecortex blev homogeniseret med samme
mengde fysiologisk saltoplgsning. Den homogeniserede
blanding blev blandet med Freund's complete adjuvant
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(et produkt fra Difco Company) i et volumenforhold pa
1:1. Af den resulterende blanding blev 2 ml injiceret
intramuskulart i en kanin (legemsvagt 3.100 g) for at
immunisere kaninen. Halvanden méned senere blev der ta-
get blod fra hjertet af kaninen, og der vandtes serum.

~ Det resulterende serum blev inaktiveret ved 56OC i 30

minutter, derefter udsaltet med en 40% mzttet vandig

oplgsning af ammoniumsulfat og fraktioneret. y-Globulin-

fraktionen (IgG-fraktion) blev opsamlet for at vinde NT.
Den terapeutiske vurdering foregik ved anvendelse

af han-Wistarrotter med en legemsvagt pd 150-160 g med
tre grupper for hver testforbindelse. Test-

forbindelsen blev indgivet intraperitonealt én gang
hver 24 timer i 7 dage. En time efter indgiften af
testforbindelsen p& den tredie dag blev der anvendt NT.
NT blev injiceret intravengst i en mengde péd 1 ml ved en
halevene pad hver rotte. Fysiologisk saltoplgsning an-
vendtes som kontrol.

Proteinuria-niveauet (total m@ngde udskilt i uri-
nen over en periode pd 24 timer) maltes ved hjazlp af
turbidometri under anvendelse af okseserumalbumin som
kontrol ved hjzlp af sulfosalicylsyre.

De opndede resultater er anfgrt i nedenstéende
tabel IT.

Tabel II
Proteinuria-niveau (mg/dsgn)
Dag-tal
1 4 1 10
Kontrol 1 14 17 22 32
2 20 25 27 37
3 12 19 20 31
Gennemsnit 15 20 23 33
Fo;binde;se frem- 1 1,9 1,2 0,9 , 7
dieimie 5 55 25 Le B
(3 mg/legeme) 3 2,5 2,7 1,1 9

Gennemsnit 3,2 2,3 1,3 9,7
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Ovennavnte dag-tal er talt fra den indgift af

testforbindelsen, der foregik 1 time fg¢r anvendelsen af
NT.

Proteinuria-niveauet hos en sund rotte er 0,5-5
mg/degn. NAr proteinuria-niveauet overstiger dette om-
rdde, navnlig n&r proteinuria-niveauet er over 10
mg/degn, kan det med sikkerhed siges, at der foreligger
nephritis. Som det fremgdr af resultaterne i tabel II,
forekom der nephritis hos kontrolgruppen, og efter indgivel-
se af forbindelserne fremstillet ifelge opfindelsen er mengden af
proteinuria fra tidspunktet for indgift af NT til 10 degn efter
indgift i det vasentlige den samme som hos en sund rots
te. Indgiften af forbindelserne fremstillet ifelge opfin-
delsen ses sdledes at hzmme primere og sekundazre immun-
reaktioner.

5. Terapeutiske effekter pd nephritis af Heymann-type.

Han-Wistarrotter med en legemsvagt pd 180-200 g
anvendtes ved testen. Rottenyrecortex blev udtaget og
homogeniseret med samme volumenmengde af en fysiologisk
saltoplgsning. Homogenatet blev centrifugeret ved
1.500 G i 1 time. Supernatantvasken blev renset
ved metoden ifglge T.S. Edginton et al., Journal of
Experimental Medicine, 127, 555 (1968), og blandet med
Freund's complete adjuvant 37 Ra (et produkt fra Difco
Company) i et volumenforhold pd 0,4:1. Den resulterende
blanding blev injiceret intraperitonealt pd isologe
rotter i en mengde p& 0,5 ml pr. rotte. Derefter blev

samme ma&ngde af denne blanding indgivet hver 2 uger,
indtil proteinuria-niveauet oversteg 100 mg/degn. (Denne
periode var ca. 6-8 uger).

Hver af testforbindelserne blev indgivet intra-
peritonealt p& rotter angrebet af nephritis af Heymann-
type (med en legemsvagt pa 300-350 g) &n gang pr. dag i
7 dage, og derefter blev mengden af proteinuria (mg/degn)
milt pd samme mdde, som ovenfor beskrevet. Fysiologisk
saltoplgsning anvendtes som kontrol. De opndede resulta-

ter er anfgrt i nedenstdende tabel III.
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Tabel III
Proteinuria~niveau (mg/dagn)
Dag-tal
Fgr
indgift 1 4 .7 14 21
Kontrol 1 132 127 135 126 135 114
2 121 105 121 109 103 105
3 135 117 137 132 121 109
Germemsnit 129 116 131 122 119 109
Fb;bindelse frem- 1 117 89 42 27 3 8
g;;iizgliiﬁlge 2 120 127 75 39 17 13
(3 mg/legeme) 3 123 119 58 18
Gennemsnit 123 112 58 28

To til tre uger efter testningens begyndelse steg
rotternes legemsvegte til 400-500 g, og normale protein-
uria-niveauer menes at ligge pa 5-15 mg/degn. Som det
fremgdr af resultaterne i tabel III, kan forbindelserne
fremstillet ifelge opfindelsen helbrede nephritis af
Heymann-type.

Nedenfor er anfert eksempler pad gennemforelse af
fremgangsmidden ifelge opfindelsen og kompositionseksem-
pler pa midler til behandling af nephritis indeholdende

forbindelser fremstillet ifelge opfindelsen.

Eksempel 1

(Fremgangsmade a)

(i) Sojasaponin B (500 mg) blev oplgst i 30 ml metha-
nol. Efter tilsztning af 1,5 ml af en 15N svovlsyre blev
oplgsningen tilbagesvalet i 3,5 timer. Koldt vand blev
sat til reaktionsblandingen til dannelse af et bundfald,
der blev indsamlet og vasket tilstrakkeligt med vand.
Bundfaldet blev adsorberet pa en silicagelsgjle og
fremkaldt med en blanding af chloroform-ethanol (succes-
sivt volumenforhold 20:1 200 ml, volumenforhold 10:1

150 ml, volumenforhold 5:1 200 ml og volumenforhold 2:1
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200 ml), hvorved vandtes 71 mg 3-0-(6-0-methyl-p-D-glu-
curonopyranosyl)-sojasapogenol B.
(ii) Den herved vundne forbindelse blev oplgst i 2 ml
methanol, og der blev til oplgsningen sat 2 ml af en
1IN vandig NaOH-oplgsning, hvorefter der blev tilbage-
svalet i 2 timer. Efter at reaktionsblandingen var blan-
det med koldt vand, og pH-vardien var indstillet pa ca.
1 med en 1N vandig HCl-oplgsning, blev blandingen
ekstraheret med n-butanol. n-Butanol-fraktionen blev
koncentreret til tgrhed under reduceret tryk. Krystalli-
sation af inddampningsresten af en blanding af chloro-
form-acetone (volumenforhold 1:1) gav 50 mg 3-0O-(B-D-
glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B.
smp.: 231-232°C (dek.) |
Elementaranalyse for C36H5809:

C H

Beregnet (%): 68,11 9,21
Fundet (%): 67,85 9,08

Silicagel-tyndtlagschromatografi under anvendelse
af "Kiesel Gel F254" (handelsnavn for et produkt fra
Merck Co.):

1. Chloroform-methanol-vand (65:35:8 efter volu-

men) Re = 0,38
2. Isopropanol-2N vandig ammoniakoplgsning (100:15

efter volumen) Rf = 0,21.

Oplgselighed: meget oplgselig i methanol, ethanol, n-
propanol, n-butanol, vandig alkalioplgs-
ning, pyridin, dimethylsulfoxid og dime-
thylformamid, oplgselig i acetone, ethyl-
acetat og methylethylketon og sparsomt
oplgselig i benzen, chloroform, diethyl-

ether, n-hexan og petroleumsether.



10

15

20

25

30

35

DK 162102B

20
Eksempel 2

(Fremgangsmade a)

(i) Sojasaponin B (500 mg) blev oplgst i 30 ml ethanol
mettet med hydrogenchlorid, og oplgsningen blev tilbage-
svalet i 3 timer. Koldt vand blev sat til reaktionsblan-
dingen til dannelse af bundfald, der blev indsamlet og
vasket med vand. Bundfaldet blev derefter renset ved
silicagelsgjlechromatografi (elueringsmiddel: chloro-
form-ethanol (20:1, 10:1, 5:1 og 2:1 efter volumen)),
hvorved vandtes 75 mg 3-0-(6-O-ethyl-p-D-glucuronopyra-
nosyl)-sojasapogenol B.
(ii) Den herved vundne forbindelse blev blandet med
2 ml ethanol og 2 ml af en 1N vandig KOH-oplgsning, o9
blandingen blev tilbagesvalet i 2 timer. Reaktionsblan-
dingen blev blandet med koldt vand, og pH blev indstil-
let til ca. 1 med en 1N vandig HCl-oplgsning efterfulgt
af ekstraktion med n-butanol. n-Butanol-fraktionen blev
inddampet til tgrhed under reduceret tryk, og krystal-
lisation af inddampningsresten af en blanding af chloro-
form-acetone (l:1 efter volumen) gav 45 mg 3-O-(B-D-
glucuronopyranosyl)-sojasapogenol B.

smp. 231-232°C (dek.).

Eksempel 3

(Fremgangsmade b)

Sojasaponin B (1 g) blev oplgst i 70 ml destille-
ret vand, og oplgsningen blev blandet med 5 ml af en
15N vandig svovlsyreoplgsning efterfulgt af tilbagesva-
ling i 2,5 timer. Reaktionsblandingen blev ekstraheret
med n-butanol. n-Butanol-fraktionen blev koncentreret
til tgrhed under reduceret tryk. Inddampningsresten
blev adsorberet p& en silicagel-sgjle og fremkaldt med
en blanding af chloroform-ethanol (20:1, 10:1, 5:1 og
2:1 efter volumen), hvorved vandtes 350 mg
3-0—(B—D-glucuronopyranosyl)—sojasapogenol B.

Smp. 231-232°C (dek.).
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Kompositionseksempel 1
Natriumsalt af forbindelsen

fremstillet ifelge opfindelsen 500 mg

5 Glucose 250 mg
Destilleret injektionsvand til totalmengde

péd 5 ml

Natriumsaltet og glucose blev oplgst i destilleret
injektionsvand, og oplgsningen blev haldt i en 5 ml
10 ampul. Den atmosfariske luft blev fjernet med nitrogen,
og ampullen blev opvarmet ved 121°c i 15 minutter for

at sterilisere oplgsning og vinde et injicerbart prapa-

rat.
15 Kompositionseksempel 2
Forbindelse fremstillet ifelge opfindelsen 750 mg
Semi-syntetisk glyceridbase til ialt 2000 mg

Forbindelsen fremstillet ifelge opfindelsen blev sat
til den semisyntetiske glyceridbase, og de blev blandet og suspen-
20 deret ved 50°C. Blandingen blev stebt i en form og hen-
stillet til naturlig afkeling. Produktet blev fjernet,
hvorved vandtes en suppositorie.

Kompositionseksempel 3

25 Forbindelse fremstillet ifelge opfindelsen 150 g
Avice (varemzrke for et produkt fra
Asahi Kasei Kabushiki Kaisha) 40 g
Majsstivelse 30 g
Magnesiumstearat 2 g

30 TC-5 (varebetegnelse for hydroxy-
propylmethylcellulose) 10 g
Polyethylenglycol 3 g
Ricinusolie 40 g
Methanol 40 g
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Forbindelsen fremstillet ifelge opfindelsen, Avice@,
majsstivelse og Iragnesimnstearat.blév blandet og formalet og
derefter tabletteret under anvendelse af en sadvanlig
stampemaskine (R 10 mm) til sukkerbelagning. De resul-
terende tabletter blev belagt med et filmbelagnings-
middel sammensat af TC-5, polyethylenglycol 6000, rici-
nusolie og methanol til dannelse af filmbelagte tablet~-

ter.
PATENTEKRAYV
1. Analogifremgangsmade til fremstilling af tera-

peutisk aktivt 3-0-(B-D-glucuronopyranosyl)-sojasapoge-

nol B med formlen (I)

(1)

HO

eller farmaceutisk acceptable salte deraf med baser,
kendetegnet ved, at

a) en 3-0-(6-0-alkyl-B~D-glucuronopyranosyl)-soja-
sapogenol B med den almene formel (I1IT)

(I11)
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hvor R er en lavere alkylgruppe, hydrolyseres, eller

b) sojasaponin B, der bestdr af sojasaponin B-kom-

ponenterne I, II og III med formlerne

Sojasaponin BIII

= H

Sojasaponin 3I: R, = CH,OH
Sojasponin BII: Ry

2
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underkastes partiel hydrolyse i vand eller et vandigt op-
lgsningsmiddel i narverelse af en sterk uorganisk eller
sterk organisk syre, og forbindelsen med formlen (I) iso-
leres fra det partielle hydrolysat,
og at, om ensket, en opndet forbindelse med formlen (I)
overfores i et farmaceutisk acceptabelt salt deraf.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1 a), k end e -

t egnet ved, at hydrolysen gennemfores i et inert
oplesningsmiddel i nervaerelse af en katalysator.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1 a) eller 2, k e n-
detegnet ved, at hydrolysen gennemfores ved en
temperatur pa fra rumtemperatur til ca. 150°C, for-
trinsvis fra 50 til 110°cC.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1 b), k en d e -
tegnet ved, at den partielle hydrolyse gennem-
fores ved en temperatur pad fra rumtemperatur til ca.
150°C, fortrinsvis fra 50 til 110°cC.
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